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黄粉 虫 抗菌 肽 TmAMP3 在 大 肠 杆菌 中 的 
高 效 表达 及 活性 检测 
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摘要 : 昆虫 抗菌 肽 具有 广 谱 抗 菌 活 性 , 殉 隆 黄粉 虫 Tenebrio molitor 抗菌 肽 基因 , 进行 原核 表达 和 活性 检测 , 为 昆虫 抗 
菌 肽 推广 应 用 葛 定 一 定 基础 。 根 据 GenBank 公布 的 黄粉 虫 抗菌 肽 序列 设计 特异 引物 ， 以 RT-PCR 法 从 黄粉 虫 体 内 克 
隆 了 抗菌 肽 基因 TmAMP3, 将 其 亚 克 隆 至 pET-30a 表达 载体 中 , 转化 到 大 肠 杆菌 Escherichia coli BL21(DE3 ) 中 进行 原 
核 表 达 , SDS-PAGE 检测 融合 蛋白 的 表达 ， 同 时 检测 生物 活性 。 结 果 表 明 我 们 成 功 构建 了 重组 质粒 pET-30a- 
7r4MP3, 大 部 分 目的 蛋白 呈 可 溶性 分 泌 表 达 。 经 Wi“ 亲 和 层 析 , 获得 较 纯 融合 蛋白 HIS-TmAMP3 , 诱导 表达 的 融合 
蛋白 使 BL21 转化 菌 生长 受到 一 定 程度 的 抑制 。 融 合 蛋 日 在 100 煮沸 10 h、 与 pH 2 ~12 的 缓冲 液 混 匀 后 , 依然 保 
持 稳定 的 抗 将 活性， 具有 较 强 的 稳定 性 。 同 时 检测 了 融合 电 蝗 对 5 种 菌株 的 最 小 抑 菌 浓度 (minimun inhibitory 
concentration ，MIC) 。 本 人 研究 为 具有 稳定 活性 抗菌 肽 进行 大 规模 生产 发 酵 提 供 了 理论 基础 。 
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High-level expression and function assay of antimicrobiol peptide TmA MP3 


of Tenebrio molitor ( Tenebrionidae ，Coleoptera ) in Escherichia cofli 
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Resources and Genetic Engineering, College of Life Science and Technology, Xinjiang University, Urumqi 
830046 ，China ) 

Abstract: Insect antimicrobial peptides ( AMPs ) have wide antimicrobial spectrum. Cloning and 
prokaryotic expression of antimicrobial peptide TmA MP3 gene from Tenebrio molitor could provide a basis for 
further application of this antimicrobial peptide. TmAMP3 was amplified by RT-PCR using a pair of specific 
primers designed according to the relevant nucleotide sequence from GenBank. The gene TmAMP3 was 
subcloned directionally into the prokaryotic expression vector pET-30a and transformed into Escherichia coli 
BLI21. After IPTG introduction, fusion protein was detected in the supernatant of lysates by SDS-PAGE and 
purified with nickel-nitrilotriacetic acid ( Ni-NTA ) metal-affinity chromatography matrices, and the fusion 
protein HIS-TmAMP3 was obtained. In the presence of IPTG, the growth of BL21 transformed by pET30a- 
TmAMP3 was inhibited. Under conditions of high temperature 100°C for 10 h and strong acid or alkali, 
antibacterial activities of the fusion protein still existed. The minimum inhibitory concentration ( MIC) of 
the fusion protein against five bacterial strains was also detected. The experiment offers a theoretical 
foundation to produce antimrobial peptides with stability on a large scale. 

Key words: Tenebrio molitor; antimicrobial peptide; high-level expression; protein purification; 


antibacterial activity 


抗菌 肽 广泛 存在 于 各 种 生物 体内 ,如 细菌 、 真 。 2002; Cuanf-Cuerra et al., 2010), 因此 , 抗菌 肽 也 
菌 、 昆虫 、 植 物 和 疹 椎 动物 等 , 它们 具有 广 谱 抗 菌 。 ”被 称 作 宿 主 防御 肽 。 此 外 , 抗菌 肽 在 免疫 反应 ( 炎 
活性 ,对 细菌 、 真 菌 、 病 毒 和 原生 动物 都 有 抑 杀 活 。 ” 症 反 应 、 伤口 愈 合 或 获得 性 免疫 系统 调控 ) 和 维持 
性 , 能 保护 机 体 抵御 外 源 微生物 的 侵略 ,是 宿主 体 。 稳 态 中 也 发 挥 多 种 功能 ( Auvynet and Rosenstein， 
内 先天 性 免疫 系统 中 的 重要 组 成 成 分 (Zaslof， 2009)。 
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目前 , 已 经 从 多 种 生物 体内 分 离 鉴定 出 1 200 
多 种 抗菌 肽 (Lai and Callo，2009 ) , 它们 通常 作用 
于 细胞 膜 : 融 正 电 蓓 的 抗菌 肽 通过 静电 作用 与 磷脂 
双 分 子 膜 结合 ,同时 折合 形成 a 螺旋 或 B 折 苍 构 
象 , 然后 抗菌 肽 的 两 亲 性 结构 能 够 选择 性 地 结合 于 
细胞 腊 上 , 形成 孔洞 (“ 桶 板 ” 模 型 “环形 了 筷 ” 模 
型 “ 千 毯 "模型 “凝聚 "模型 ) ,导致 内 容 物 外 沪 ， 
从 而 抑 杀 微生物 (Zasloff, 2002; Ahn et oj.，2008 ; 
侯 晓 妹 等 , 2009; 张 晓 巩 等 , 2011)。 但 是 , 最 近 也 
有 人 研究 表明 , 抗菌 肽 还 可 以 作用 于 胞 内 靶 物 质 ， 如 
与 DNA、RNA 和 一 些 和 蛋白 相互 作用 , 或 抑制 细胞 壁 
形成 , 或 影响 细菌 和 真菌 的 细胞 周期 ( Mar6ti et al.， 
2011) ， 或 直接 抑制 一 些 依赖 ATP 酶 的 活性 
(Hilpert et al., 2010) ， 从 而 发 挥 抗菌 活性 。 

抗 夯 肽 能 选择 性 地 迅速 杀 灭 外 源 微生物 , 包括 
耐 药 性 细菌 ,由 于 作用 机 制 独特 , 细菌 很 难 对 其 产 
生 抗 性 , 使 得 抗菌 肽 成 为 最 有 前 景 的 新 型 药物 ， 
此 寻找 一 种 简便 高 效 经 济 的 途径 ,生产 高 活性 、 无 
细胞 毒害 作用 的 抗菌 上 肽 成 为 研究 热点 (Zasloff， 
2002,; Zimmerman et al., 2011 ) 。 

黄粉 虫 Tenebrio molitor 叉 称 面包 虫 , 属 戎 率 上 日 
拟 步 甲 科 粉 虫族 ( 杜 开 书 和 崇 立 疯 , 2006) 。 虽 然 早 
在 1995 年 就 公布 了 黄粉 虫 抗 画 肽 tenecin 3 基因 
(Lee et al., 1996), 但 至 今 为 止 , 有 关 黄 粉 虫 抗菌 
肽 的 报道 并 不 多 , 国内 主要 集中 于 饲养 方法 ( 杜 开 
书 和 柴 立 闫 , 2006)、 诱 导 条 件 ( 王 立新 等 ,2009 )、 
初步 分 离 ( 陶 淑 震 等 , 2009 ) 进行 了 人 研究 报道 。 本 研 
究 以 期 确立 一 种 经 济 、 简 便 、 高 效 地 表达 高 活性 重 
组 抗菌 肽 的 途径 , 为 大 规模 生产 融 活 性 重组 抗菌 肽 
芮 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 实验 材料 : 黄粉 忠 购 目 马 鲁 木 齐 市 责 园 论 
开 市 场 , 金黄 色 和 葡萄 球菌 Staphylococcus aureus 、 简 
萄 球菌 Staphylococcus sp.、 谷 氮 酸 棒状 杆 瑚 
Corynebacterium glutamicum、 苏 云 金 杆菌 Bacillus 
thuringiensis、 样 状 杆 菌 Corynebacterium sp. 为 本 实验 
室 保存 。4 龄 黄粉 虫 注 射 5 pL 金黄 色 和 葡萄 球菌 诱 
导 16 h 后 用 于 总 RNA 提取 。 

1.1.2 主要 试剂 : 限制 性 内 切 酶 、TsDNA 连接 酶 、 
M-MLYV 反 转 录 酶 购 自 TaKaRa 公司 ; TRIzol 试剂 购 
自 Invitrogen 公司 ; Tagq 酶 、pBS-T 克隆 载体 、 质 粒 


提取 和 胶 回 收 试剂 盒 购 目 天 根 生 化 科技 有 限 公司 ; 
感受 态 细胞 DHSa 和 BL21 为 北京 全 式 金 产品 ; His 
标签 纯化 树脂 (Ni-NTA Resin ) 购 目 QIACEN 公司 。 
其 余 常 用 试剂 均 为 国产 或 进口 分 析 纯 。 

1.2 PCR 引物 的 设计 及 目的 基因 的 扩 增 

根据 GenBank 中 发 表 的 黄粉 虫 抗 菌 肽 tenecin 3 
基因 序列 (登录 号 为 TMU21482), 设计 特异 引物 ， 
上 洲 引 物 TF1. 5’-ATGAAAACATTCGTGATTTGCTT 
CATTITCTCG-3 ,下 洲 引 物 TR1: 5'-TTAATGACCATG 
TGTCTTGTACCCTCCTTGG-3', 

向 4 龄 黄粉 虫 腹部 注射 5 pL 金黄 色 葡萄 球菌 
注射 后 正常 饲养 16 h, 参照 TRIzol 试剂 的 操作 说 明 
提取 免疫 幼虫 的 总 RNA, 然后 参照 TaKaRa 反 转 录 
体系 , 进行 反 转 录 合 成 cDNA 第 一 条 链 , 最 后 以 合 
成 的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 。 反 应 条 件 为 : 
95% 预 变性 1 min，95% 变性 1 min，55% 退火 
1 min, 72%C 延伸 1 min, 30 个 循环 , 最 后 72%C 延伸 
10 min, 4% 保存 。PCR 产物 经 1.5% 球 脂 糖 凝 胶 电 
泳 检测 扩 增 结果 。 

回收 PCR 产物 , 与 克隆 载体 pBS-T 过 夜 连 接 ， 
连接 产物 转化 DHSa 感受 态 细胞 。 挑 取 单 克隆 提取 
质粒 , 选用 pBS-T 载体 上 的 酶 切 位 点 (BamH | 和 
Hind 耳 ) 进 行 酶 切 鉴定 ， 同 时 进行 测序 分 析 。 

1.3 原核 表达 载体 的 构建 及 鉴定 

设计 市 有 酶 切 位 点 的 特异 引物 ， 上 游 引 物 
71F1: S$S’-CGCGGATCCGCTCCTGACCATCACGACG 
CACATC-3 , 下 划 线 部 分 为 BamH 工 酶 切 位 点 ; 下游 
引物 71R1: 5’-CCGCTCGAGTTAATGACCATGT 
GTCTTGTACCC-3' ,下划线 部 分 为 Xho 工 酶 切 位 点 ， 
以 测序 鉴定 的 pBS-T-Tm4AMP3 为 模板 , 用 高 保 真 酶 
PCR 扩 增 Tm4AMP3 的 成 熟 肽 部 分 ，PCR 产物 进行 
腕 回收 , 用 BamH 工 和 有 oo 工 双 酶 切 目 的 片段 和 表达 
载体 pET30a, 回收 酶 切 产 物 ，16Y 过 夜 连接 回收 的 
载体 片段 与 目的 基因 , 连接 产物 转化 DH5a 感受 态 
细胞 。 次 日 挑 取 重组 转化 子 进行 PCR (引物 为 
71F1, 71R1) 鉴定 ， 得 到 重组 质粒 pET-30a- 
TmAMP3 。 

1.4 融合 蛋白 的 原核 表达 

将 鉴定 正确 的 重组 质粒 pET-30a-TmAMP3 转化 
大 肠 杆 菌 Escherichia coli BL21 感受 态 细 胞 , 挑 取 单 
菌落 接种 到 含 Kan 的 LB 培养 基 中 ，37%C ，200 
rmin 过 夜 培养 。 次 日 按 1% 的 体积 比 转 接 到 新 鲜 
培养 基 ( 含 Kan) 中 , 37% , 220 r/min 震荡 培养 菌 液 
至 0Dow 为 0.4 ~0.6, 加 入 IPTG 至 终 浓 度 为 0.8 
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mmol/L, 37% 诱导 4 h, 4%0 ,10 000 rmin， 离 心 
3 min, 收集 菌 体 。 冰 浴 进 行 超声 波 破碎 细胞 (工作 
5 s, 间歇 $s, 300 w), 4% ,12 000 r/min, 离心 10 
min, 取 上 清和 沉 泻 进行 SDS-PAGE (12% 的 分 离 
胶 ) 电 泳 检测 。 
1.S ”融合 蛋白 的 亲 和 纯 化 

冰 浴 超声 波 破碎 细胞 后 , 4C ，12 000 rmin， 
离心 10 min, 将 上 清 置 于 100% 沸水 浴 20 min ， 
4% ，12 000 r/min, 离心 20 min, 将 上 清 移 至 男 一 干净 
EP 管 , 重复 离心 2 次 。 人 参照 The QIAexpressionist ”说 
明 书 纯化 带 有 His 标签 的 融合 蛋白 ,取样 进行 SDS- 
PAGE 检测 , 分 析 纯 化 效果 。 
1.6 融合 蛋白 的 活性 检测 
1.6.1 融合 蛋 日 的 抑 兰 作用 : 将 含有 pET-30a- 
TmAMP3 质粒 的 大 肠 杆 亢 BL21 及 BL21 空白 菌 接 
种 LB, 377 震荡 培养 2 h, 加 IPTG 诱导 ,每 隔 
0.5 h 取 菌 液 测 其 0D 值 并 记录 数据 ,并 设 未 诱导 
的 含 PET-30a-Tm4AMP3 质粒 BL21 转化 菌 为 对 照 。 
1.6.2 融合 蛋白 的 最 小 抑 菌 浓度 测定 : 参照 
Ekengren 和 Hultmark(1999 ) 的 方法 , 测定 融合 蛋白 
对 5 种 菌株 的 最 小 抑 菌 浓度 ( MIC)。 将 固体 培养 基 
冷却 至 45C 左右 , 6 mL 培养 基 与 10 pL 戎 液 
(OD6o =0.5) 混 合 , 迅速 倒 入 培养 到 (直径 为 9 em) 
中 , 培养 基 厚 度 为 1 mm。 将 融合 重 日 配制 成 一 系 
列 浓度 梯度 的 溶液 (稀释 0, 2, 4 和 8 倍 ), 根据 
Bradford 法 测定 和 蛋白 浓度 。 在 凝固 的 培养 其 上 打 
孔 , 直径 为 2 mm, 分别 往 孔洞 中 加 入 2 pL 梯度 稀 
释 后 的 融合 蛋白 , 置 于 37%C 细菌 培养 箱 培养 16 h。 
次 日 取出 平生 , 测量 抑 菌 圈 了 直径 。 将 和 蛋 日 浓度 
(nmol[ 工 ) 转换 为 对 数 形式 ,， 抑 做 圈 直 径 (cm) 转换 
为 平方 形式 , 作 图 获得 直线 图 , 最 后 根据 公式 : 
Ci =2.93/(ak10”) ，[ a- 培养 基 厚度 (cm) ; %- 直 线 
图 斜率 ; mm- 直线 图 截 距 ] 计算 融合 蛋白 最 小 抑 菌 浓 
度 ( C1) ， 实 验 重 复 3 次 。 
1.6.3 融合 重 日 的 热 稳定 性 : 融合 蛋白 分 别 于 
100% 者 沸 10 min, 30 min,1h,2h,3h,4h,5bh, 
6h,7h,8ph9h 和 10h 后 ,4%，12 000 rmin， 
离心 10 min, 收集 上 清 ,， 进行 抗菌 活性 检测 ,同时 
设 PBS 缓冲 液 为 对 照 。 
1.6.4 融合 重 日 的 酸 碱 稳定 性 : 配置 磷酸 氧 二 钠 - 
柠檬 酸 缓冲 液 、 磷 酸 盐 缓冲 液 、 碳 酸 钠 -碳酸 氧 钠 绥 
冲 液 , 将 缓冲 液 pH 调 至 2 ~ 12, 将 融合 蛋 日 与 pH 
分 别 为 2, 3, 4,5,6,7,8,9,10, 11 和 12 缓冲 液 
混合 , 静 置 10 min 后 , 4% ,12 000 r/min, 离心 10 


min, 收集 上 清 ， 进 行 抗 菌 活性 检测 ， 同 时 设 pH 
2 ~12 缓冲 液 为 对 照 , 测量 记录 抑 菌 圈 直 径 , 实验 
重复 3 次 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

利用 Microsoft Excel 2003 和 GraphPad Prism 5 
Demo 软件 进行 统计 学 分 析 , 所 得 数据 用 平均 数 + 标 
准 差 表示 ,组 间 比 较 采 用 i 检验 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 黄粉 虫 抗 菌 肽 基因 TmAMP3 的 克隆 

提取 注射 了 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 黄粉 虫 幼虫 总 
RNA,， 设 计 特异 性 引物 TF1 和 TR1, 以 含有 信号 肽 
的 Tm4AMP3 基因 编码 区 cDNA 序列 为 模板 进行 RT- 
PCR, 1.5% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 观察 到 291 bp 左右 的 
扩 增 带 ( 图 1)，, 与 理论 大 小 相符 。 将 目的 片段 纯化 
与 pBS-T 载体 连接 ,转化 感受 态 细胞 DH5a, 提取 
质粒 , 用 BamH I 和 Hind 王 双 酶 切 鉴定 , 在 300 bp 
左右 可 以 观察 到 目的 条 带 ( 图 2), 同时 送 去 测序 。 
测序 结果 表明 克隆 获得 的 基因 序列 与 黄粉 虫 抗 菌 肽 
tenecin 3 基因 的 序列 一 致 性 为 99% , 故 将 其 命名 为 
TmAMP3。 以 和 有 了 酶 切 位 点 的 特异 性 引物 71F1 ， 
71R1 扩 增 TmAMP3 的 成 熟 肽 序列 , 构建 重组 表达 
质粒 pET-30a-TmAMP3 ,PCR 得 到 240 bp 成 熟 肽 的 
基因 序列 (图 3)。 
2.2 ”融合 蛋白 HIS-TmAMP3 的 诱导 表达 及 纯化 

含有 pET-30a-TmAMP3 质粒 的 BL21 转化 菌 经 
终 浓度 为 0.8 mmolLL 的 IPTG 诱导 4 h 后 , 从 图 4 
上 可 以 看 出 在 20 kD 处 出 现 明 显 的 诱导 条 寓 ， 比 融 
合 重 日 的 理论 大 小 (14.08 kD) 仿 大。 经 过 超声 破碎 
进行 可 溶性 分 析 发 现 大 部 分 融合 恒 日 存在 于 上 清 中 ， 
并 且 经 过 亲 和 纯 化 后 获得 了 相应 条 带 的 融合 重 日 。 


M C 1 2 
bp 


2000 一 
















1000 一 一 
750 一 一 


500 一 一 


250 一 一 


100 一 一 


图 1 RT-PCR 扩 增 黄粉 虫 抗 菌 肽 TmAMP3 基因 
Fig. 1 RT-PCR amplification of TmAMP3 gene 
from Tenebrio molitor 
M: DNA 标准 分 子 量 DNA Marker DL2000; C: 无 模板 对 照 No 
template control; 1 , 2: TmAMP3. 
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M 1 3 4 5 
kD 
116.0 一 一 和 人 
662—— 和 | 人 全 
os oe “3 
35.0 一 % 
25.0— 
一 » ”~ 
18.4— ms \ a 
14.4 一 一 后 四 





图 4 融合 蛋白 HIS-TmAMP3 的 SDS-PAGE 检测 


图 2 质粒 pBS-T-TmAMP3 的 酶 切 鉴 定 Fig. 4 SDS-PAGE analysis of fusion protein HIS-TmAMP3 
Fig. 2 Restriction enzyme digestion map of the expressed in Escherichia coli BL21 
recombinant of pBS-T-TmAMP3 M: 和 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 未 诱导 含有 
M: DNA 标准 分 子 量 DNA Marker DL2000; 1: pBS-T-T7m4AMP3 的 重组 质粒 的 BL21 转化 菌 全 和 蛋白 Crude cell extracts of non-induced E. 
BamH | 和 Hind 耳 双 酶 切 鉴 定 pBS-T-TmAMP3 digested with BamH I coli BL21 containing pET-30a-TmAMP3; 2: 诱导 含有 重组 质粒 的 
and Hind HH. BI21 转化 菌 全 和 蛋白 Crude cell extracts of induced Ek. coli BI21 


containing pET-30a-TmAMP3 ; 3: 超声 破碎 细胞 后 的 上 清 Sonicated 
supernatant of induced cells (soluble component) ; 4: 超声 破碎 细胞 后 
的 沉 演 Inclusion bodies of induced cells; 5: 纯化 后 的 融合 蛋白 Fusion 


protein after purification. 


2.3 ”融合 蛋白 的 抑 菌 活性 检测 

从 图 5 可 以 看 出 加 入 IPTG 后 BL21 转化 菌 的 
生长 受到 抑制 。 
2.4 融合 蛋白 HIS-TmAMP3 的 稳定 性 检测 

融合 蛋白 HIS-TmAMP3 经 100Y 煮沸 10 h, 与 





图 3 菌 液 PCR 鉴定 重组 质粒 强酸 强 碱 混合 后 , 检测 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 抗菌 活 
Fig. 3 Agarose electrophoresis analysis of PCR products 性 ,仍然 看 到 了 清晰 的 抑 菌 圈 ， 而 设立 的 对 照 组 
Oo CEA 了 PBS 缓 冲 液 , pH 2 ~ 12 的 缓冲 液 都 未 出 现 抑 菌 转 
: 水 arker ; C: 才 申 No a 
» 昭 | BR) 日 人 目 . 2 < Ca 
op aonl 1 交流 为 模板 扩 TrudidP3 Tn MP9 wu wpliiod 。 《 腿 片 未 列 出 ) , 说 明 陨 合 蛋白 具有 很 强 的 热 和 定性 
by PCR. (图 6) 和 酸 碱 稳 定性 (图 7)。 
0.8 | 
-天 和 大 人 IPTG 诱 导 BL21 
0.7 太夫: 工人 不 六 和 二 人 人 全 从 BL21 induced by IPTG 
el 8 _、、 未 诱导 BL21/pET30a-Tm4MP3 
多 Sample not induced by IPTG 
C 杀 二 IPTG 诱 导 BL21/pET30a-77z4MP3 
昌 0.4 Sample Induced by IPTG 
崇 人 
六 ?站 -6 er eeeeeeoeeeee6e ee 
卫 
0.1 
0.0 


0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
培养 时 间 Culture time (h) 


图 5 诱导 表达 的 融合 蛋白 HIS-TmAMP3 对 宿主 菌 的 抑 菌 活性 检测 
Fig. 9 Antibacterial activity of fusion protein HIS-ImAMP3 on host cell 
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图 6 煮沸 不 同时 间 后 融合 恒 日 HS-TmAMP3 的 抗菌 活性 检测 
Fig. 6 The antibacterial activity of fusion protein HIS-ImAMP3 
affected by boiling 
C: PBS( 对 照 )PBS (control) ; 1 -13: 融合 蛋白 HIS-TmAMP3 分 别 者 
i 
和 10 h (Fusion protein was boiled for 0 h, 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 

3h,4h,5h,6h,7h,$8h,9 hand 10h, respectively). 


20 


a 
人 ab 
15 
b 

10 C 

cd 

d d d 

0 四 

2 3 4 5 6 2 8 9 10 11 ye 

pH 


图 7 不 同 pH 环境 中 融合 蛋白 HIS-TmAMP3 的 抗菌 活性 检测 
Fig. 7 The antibacterial activity of fusion protein HIS-ImAMP3 
affected by different pH 
柱 上 不 同 小 写字 母 表示 不 同 pH 环境 中 融合 蛋 日 的 抗菌 活性 存在 显 
著 差 异 (P<0.05, :检验 )。Different lowercase letters above bars 
represent significant difference among antibacterial activity of HIS- 


TmAMP3 in different pH conditions at the 0.05 level (ti test ) . 


抑 菌 圈 直 径 
Diameter of the inhibition zone (mm) 


2.5 融合 蛋白 的 最 小 抑 菌 浓度 检测 

MIC 检测 结果 显示 融合 蛋 日 的 浓度 梯度 与 抑 菌 
圈 直 径 成 负 相 关 , 测量 抑 菌 圈 直 径 , 计算 得 到 融合 重 
日 对 金黄 色 葡 苟 球菌 、 和 葡萄 球菌 、 合 氨 酸 棒状 杆菌 、 
苏 云 金 杆 菌 、 棒状 杆菌 5 种 菌株 的 MIC, 结果 见 表 1。 


3 ”讨论 


抗菌 肽 任 信 其 分 子 量 小 、 具 有 广 谱 抗 落 活 性 、 
能 迅速 抑 杀 外 源 微生物 、 不 易 使 细菌 产生 抗 性 等 众 
多 优势 受到 广泛 关注 , 抗菌 肽 已 被 应 用 于 饲料 添加 
剂 、 转 基因 动 植物 的 培育 、 医 药 人 研发 等 各 个 领域 。 
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表 1 融合 蛋白 HIS-TmAMP3 最 小 抑 菌 浓度 (MIC ) 的 测定 
Table 1 Minimum inhibitory concentrations of fusion 
protein HIS-TmAMP3 against $ bacteria strains 


指示 菌株 最 小 抑制 浓度 (pmol/L) 
Indicator strains MIC 
会 黄色 区 萄 球菌 Staphylococeus amas 346 
葡萄 球菌 Staphylococcus sp. .| 
谷 氮 酸 棒状 杆菌 Corynebacterium glutamicum 3 各 
苏 云 金 杆菌 Bacillus thuringiensis 7 本， 
棒状 杆菌 Corynebacterium sp. 2 


研究 表明 在 肉鸡 日 粮 中 添加 抗菌 肽 ,可 以 增强 肉鸡 
特异 性 免疫 应 答 ( 王 静 和 李 同 树 ,，2007) ; 将 抗菌 肽 
Thanatin 基因 转 和 水稻, 转基因 水 稻 表 现 出 明显 的 
抗 稻 瘟病 表 型 ,提高 了 水 稻 抗 病 性 (Imamura et al.， 
2010) ; 此 外 , 抗菌 肽 Ranalexin 和 浴 葡 荀 球菌 酶 组 
合 使 用 , 能 显著 抑 杀 耐 甲 氧 西林 抗生素 的 葡萄 球菌 
(Desbois et wj.，2010 ) 。 虽 然 研 究 表 明 抗 菌 肽 具有 
广阔 的 应 用 前 景 , 但 是 它 的 推广 应 用 也 面临 众多 困 
难 , 例如 生物 体内 天 然 抗 菌 肽 售 量 相对 很 少 ， 直接 
提取 纯化 过 程 繁琐 ,成 本 昂贵 ,得 率 不 高 ; 人 工 合 
成 的 抗菌 肽 很 难保 证 其 生物 活性 (Zhao ei al.， 
2010 ) ; 基因 工程 手段 表达 抗菌 肽 ,又 面临 表达 的 
抗菌 肽 很 可 能 对 宿主 菌 产 生 毒 害 作 用 , 或 形成 包涵 
体 蛋 日 ,或 丧失 生物 活性 等 问题 。 此 外 , 小 分 子 量 
的 抗菌 肽 很 容易 在 纯化 过 程 中 被 蛋白 酶 降解 ,细胞 
毒性 机 制 和 药力 学 动力 都 不 太 清 楚 , 成 为 限制 抗菌 
肽 大 规模 应 用 的 障碍 (Marr ei al., 2006) 。 因 此 , 寻 
求 一 种 大 规模 制备 高 活性 抗菌 肽 的 途径 成 为 咀 待 解 
决 的 问题 。 

本 人 研究 采用 基因 工程 手段 ,直接 扩 增 黄粉 忠 抗 
菌 肽 的 成 熟 肽 序列 , 构建 至 表达 载体 ， 高 效 表达 抗 
菌 肽 。SDS-PAGE 显示 融合 蛋 日 大 小 约 为 20 kD， 
比 理 论 值 大 了 将 近 6 kD, 可 能 是 His-tag 造成 的 偏 
差 ( 唐 威 华 等 ,2000) 。 曾 有 研究 者 将 抗菌 肽 CM4 
基因 构建 到 表达 载体 pET28a 上 , 并 成 功 诱导 表达 
具有 抗菌 活性 的 包涵 体 抗 菌 肽 (Cheng ei al.， 
2010) ， 而 我 们 获得 了 可 游 性 的 抗菌 肽 , 表达 的 融 
合 重 日 大 部 分 存在 于 超声 后 的 上 清 中 , 这 就 避免 了 
处 理 包涵 体 蛋 白 的 复杂 步骤 , 降低 了 成 本 , 更 重要 
的 是 消除 了 在 处 理 包 涵 体 过 程 中 抗菌 肽 生物 活性 丧 
失 的 危险 。 

抗菌 肽 通 第 有 选择 性 换 杀 活性 , 产生 的 抗菌 肽 
可 以 使 原核 表达 菌株 产生 “ 目 杀 现象 ”", 如 宋 杰 和 陈 
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维 春 (2007 ) 及 李 金 次 等 (2004) 曾 用 原核 表达 系统 
诱导 表达 抗 瑚 肽 , 测定 的 生长 曲线 显示 诱导 表达 的 
抗菌 肽 对 和 宿主 菌 产 生 一 定 的 毒害 作用 , 在 IPTG 诱 
导 1h 之 内 , 箱 主 阔 生 长 受到 明显 的 抑制 , 其 至 出 
现 略 微 的 下 降 。 因 此 , 抗 谓 肽 的 抑 亢 活性 也 成 为 采 
用 原核 表达 系统 表达 抗 销 肽 所 面临 的 瓶 须 。 但 是 ， 
本 人 研究 对 抗菌 肽 进行 的 抑 阔 活性 检测 发 现 , 含有 抗 
菌 肽 基因 的 宿主 菌 经 IPTG 诱导 后 只 是 菌 体 生长 受 
到 抑制 ,即使 在 诱导 9 h 后 , 宿主 菌 的 生长 曲线 也 
未 见 明显 波 动 , 抗菌 肽 稳定 表达 , 这 就 为 抗菌 肽 的 
大 规模 发 酵 黄 定 了 良好 基础 。 此 外 ,对 融合 蛋白 稳 
定性 进行 的 检测 发 现 , 融合 蛋 日 经 100 人 者 沸 10 h、 
与 强酸 强 碱 缓冲 液 混合 后 , 依然 出 现 了 明显 的 抑 菌 
圈 , 但 是 作为 对 照 的 强酸 强 碱 缓冲 液 并 没有 出 现 抑 
奋 圈 (结果 未 列 出 ) ,表明 融合 重 日 在 高 温 、 酸 碱 环 
境 中 , 生物 活性 没有 丧失 , 具有 很 强 的 稳定 性 , 我 
们 推测 这 与 TmAMP3 的 结构 有 密切 关系 ,因为 模拟 
其 三 维 结构 发 现 TmAMP3 呈 和 舒展 的 线性 构象 , 它们 
可 能 与 细胞 膜 结 合 时 才 会 形成 a 螺旋 或 B 折 和 县 等 
发 挥 功 能 的 高 级 结构 ( 马 培 玻 等 ,2009 ) ,而且 
TmAMP3 分 子 内 无 二 硫 键 , 这 些 可 能 是 TmAMP3 具 
有 热 稳 定性 和 酸 碱 稳定 性 的 原因 。 此 外 , 表达 的 融 
合 和 蛋白 对 所 下 青霉素 抗 性 的 菌株 也 有 明显 的 抗菌 活 
性 (结果 未 列 出 ), 融合 蛋 日 很 有 可 能 对 一 系列 耐 药 
菌 有 一 定 的 抑 杀 活性 。 融 合 蛋 日 对 5 种 菌株 的 MIC 
测定 结果 说 明 融 合 蛋 昌 对 杆 状 菌 的 抗菌 活性 最 好 ， 
但 是 对 其 余 的 菌株 也 表现 出 较 好 的 抗菌 活性 。 利 用 
融合 蛋 日 的 热 稳定 性 , 我 们 在 用 His 标签 纯化 树脂 
纯化 目的 蛋白 前 , 将 表达 的 和 蛋 日 者 沸 20 min, 离心 
除去 不 耐 热 的 杂 有 和 蛋白， 然后 再 上 柱 纯化 ,相对 提高 
了 纯化 树脂 的 纯化 效率 。 此 外 ，His 标签 纯化 树脂 ， 
步骤 简单 ,获得 的 目的 重 晶 比较 纯 , 大 大 降低 了 纯 
化 成 本 。 抗 菌 活性 高 、 稳 定性 强 使 得 抗菌 肽 在 产业 
化 生产 过 程 中 不 易 失 活 , 为 大 规模 生产 发 酵 提 供 了 
保障 。 
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